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Referat 
Ziel dieser tierexperimentellen Arbeit war es, den Einfluss des S1P-
Strukturanalogons FTY720 auf den Ischämie-Reperfusionsschaden des Pankreas zu 
untersuchen und insbesondere zu ermitteln, ob eine Verbesserung der 
Mikrozirkulation und damit eine Verringerung des Ischämie-Reperfusionsschadens 
nach einer 60-minütigen Pankreasischämie durch die Gabe von FTY720 15 Minuten 
vor Reperfusion erreicht werden kann. Ein weiteres Augenmerk lag auf der 
Beobachtung der in den postkapillären Venolen des Pankreas zirkulierenden T-
Lymphozyten und deren Endothel-Interaktion in Abhängigkeit von der FTY720-Gabe. 
Die Untersuchungsmethode der Intravitalmikroskopie ist der Goldstandard zur 
Beurteilung der Mikrozirkulation. Erst seit kurzem können auch T-Lymphozyten 
entsprechend gefärbt und mit dieser speziellen Methode beurteilt werden.  
Die Ergebnisse zeigen, dass die intravenöse Therapie mit FTY720 zu einer partiellen 
Verbesserung der Mikrozirkulation des Pankreas mit einer Verminderung der 
postischämischen Vasokonstriktion, erkennbar an einem erhöhten 
Kapillardurchmesser und einer verbesserten Funktioneller Kapillardichte, führt. 
Jedoch veränderten sich weitere Parameter, wie Flussgeschwindigkeit und 
postoperativer Lipase-Verlauf nicht.  
Die Befunde dieser tierexperimentellen Untersuchung deuten darauf hin, dass die 
intraoperative Gabe des Immunmodulators FTY720 nur partiell eine Verbesserung 
der Mikrozirkulation und daraus resultierend eine Verminderung des Ischämie-
Reperfusionsschadens bewirkt. 
Abkürzungsverzeichnis 
 
A.   Arteria 
AC   Adenylcyclase 
ATP   Adenosintriphosphat 
BSA   Rinderserumalbumin 
Ca2
+   Kalzium 
cAMP   Cyclisches Adenosinmonophosphat 
CD4+   Cluster of Differentiation 4+ 
CFDE SE  carboxy-fluorescein diacetate, succinimidyl ester 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DSO   Deutsche Stiftung für Organtransplantation 
EDG   endothelial differentation gene 
EDTA   Äthylendiamintetraessigsäure 
EGF   epidermaler Wachstumsfaktor 
ER   endoplasmatisches Retikulum 
ERK   extrazellulärsignalregulierte Kinase 
FITC   Fluoreszeinisothiozyanat 
FKD   Funktionelle Kapllardichte 
GPCR  G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
HCO3
-   Bicarbonat 
IL   Interleukin 
IRS   Ischämie-Reperfusions-Schaden 
ISP   isoliertes Sphingolipid 
INFγ   Interferon gamma  
K+   Kalium 
LPA   Lipoprotein(a) 
LSD   Line-Shift-Diagram 
Na+   Natrium 
NaOH   Natriumhydroxid 
NGF   Nervenwachstumsfaktor 
NO   Stickstoffmonoxid 
PBS   Phosphat-gepufferte Saline 
PC-12   pheochromozytäre Zellen 
PDGF   thrombozytärer Wachstumsfaktor 
PI3K   Phosphatidylinositol 3-Kinase 
PKC    PhosphokinaseC 
PLC   Phospholipase C 
PTX   Pertussistoxin 
SphK   Sphingosinkinase 
S1P   Sphingosin1-Phosphat 
TNFα   Tumor Nekrose Faktor alpha 
VE-Cadherin  vaskuläres endotheliales Cadherin 
VEGF   vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 
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1. Einleitung 
1.1 Transplantation 
In der Therapie des Diabetes mellitus Typ I hat die Pankreastransplantation in der 
heutigen Zeit einen hohen Stellenwert erreicht. Bei fortgeschrittener diabetischer 
Nephropathie werden die meisten Eingriffe als kombinierte Pankreas- und 
Nierentransplantation durchgeführt. Die erste Pankreastransplantation erfolgte an der 
Universität von Minnesota durch Richard Lillehei und William D. Kelly an einer 
Zweijährigen simultan mit einer Nierentransplantation im Jahre 1966 (Kelly WD et al., 
1967).  
 
  
 
Abb. 1: Richard Lillehei und William D. Kelly 
 
Deutschland (Klinikum Großhadern/ München) folgte am 12. August 1979. Zu dieser 
Zeit lagen die Ein-Jahres-Pankreasfunktionsraten (Insulinfreiheit) bei 17%. Die 
Hauptursache lag hierbei an der unerwünschten Funktion des exokrinen Pankreas, 
welches neben dem endokrinen Gewebe ebenfalls transplantiert wird und 
Verdauungssäfte produziert. Folge war eine hohe Inzidenz an 
Transplantatpankreatitiden. Die Weiterentwicklung der chirurgischen Technik mit 
dem Ziel, ein sicheres Management der exokrinen Sekretion des 
Pankreastransplantates zu erreichen, war daher vordergründig. In Stockholm konnte 
Groth das Transplantatüberleben mit Insulin-Unabhängigkeit durch eine 
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Dünndarmdrainagetechnik verbessern (Groth et al., 1982). Das Abfließen des 
exokrinen Sekretes über eine End-zu-End-Anastomose zwischen Ductus 
pancreaticus des Transplantates und dem Ureter des Empfängers beschrieb 
Gliedmann erstmals (Gliedmann et al., 1973). 1982 wurde an der Universität von 
Wisconsin in Madison durch Sollinger et al. die Blasendrainage als 
Pankreatikozystostomie unter Verwendung eines „duodenal button„ entwickelt 
(Sollinger et al., 1984). Durch das später verwendete Pankreas-
Duodenaltransplantat, welches durch eine Anastomose zwischen dem 
Duodenalsegment und der Harnblase implantiert wurde, war aufgrund der sicheren 
Ableitung des exokrinen Pankreassekretes aus dem Transplantat die Zahl der nicht 
immunologisch bedingten Transplantatverluste deutlich gesunken (Hopt et al., 
1992b; Sollinger et al., 1988). Das heute übliche Verfahren ist die enterale Drainage. 
Hierbei wird nach Eröffnung des Abdomens sowie des Peritoneums das Pankreas 
aufgrund günstiger verlaufender Venen meist auf die rechte Körperseite 
transplantiert. Die von der Bauchspeicheldrüse produzierten Verdauungssäfte 
werden bei dieser Methode in einen Abschnitt des Dünndarms geleitet. 
Durch Verbesserungen in der Organkonservierung und durch den enormen 
Fortschritt im Bereich der immunsuppressiven Therapie kam es nochmals zu einem 
Anstieg der Ein-Jahres-Transplantatfunktion. Betrug die Ein-Jahres-Überlebensrate 
des transplantierten Pankreas 1999 83%, so lag sie 2002 bereits bei 93% 
(Gruessner et al., 2002). 
Laut Deutscher Stiftung Organtransplantation (DSO) wurden in Deutschland im Jahr 
2008 137 Pankreastransplantationen in 23 Kliniken durchgeführt. Davon waren 121 
kombinierte Pankreas-Nierentransplantationen. Die Neuanmeldungen betrugen 197 
Patienten. Die Fünf-Jahres-Transplantatfunktionsrate betrug 2008 in Deutschland 
66%. 
Trotz Optimierung von OP-Techniken und Immunsuppressiva gibt es weiterhin 
Komplikationen, wie Infektionen bis hin zur Sepsis, initiale Pankreasdysfunktion, 
Transplantatpankreatitis, Anastomoseninsuffizienzen, Organverlust durch Abstoßung 
sowie das Auftreten einer Transplantatthrombose.  
Einen besonderen Stellenwert nimmt die durch die Ischämie und Reperfusion 
induzierte Transplantatpankreatitis ein und zählt damit neben der 
Transplantatthrombose zu den häufigsten Komplikationen (Drognitz et al., 2003; von 
Dobschütz et al., 2004; Hackert et al., 2006). In der Literatur wird eine Inzidenz 
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zwischen 17 und 88% angegeben (Büsing et al., 1992; Douzdjian et al., 1993). 
Grewal beschreibt zudem die Ausbildung einer nekrotisierenden Pankreatitis in 10% 
der Fälle, die wiederum bis zu 7% der Organverluste nach Transplantationen 
ausmacht (Grewal et al., 1993).  
Aufgrund der hohen Vulnerabilität des Pankreas bei bestehender Ischämie wird als 
wichtigster Faktor in der Pathophysiologie des Ischämie-Reperfusionsschadens (IRS) 
von einer Mikrozirkulationsstörung ausgegangen (Hopt et al., 1994; Schmidt et al., 
2002; Zhou et al., 2002).     
 
 
1.2 Ischämie-Reperfusionsschaden 
1.2.1 Pathophysiologie 
Aufgrund der induzierten Ischämie und daraus resultierenden Hypoxie wird die 
benötigte Energie für Stoffwechselvorgänge durch gespeichertes ATP bereitgestellt, 
bis auch diese Energiereserven erschöpft sind. Ursächlich hierfür ist neben dem 
Sauerstoff- auch ein Glukosemangel. Dies führt zu einem Ungleichgewicht zwischen 
Energiesynthese und -verbrauch zugunsten des Verbrauchs (Harvey et al., 1988).   
Die Na+/K+-ATPase benötigt den größten Teil des durch oxidative Phosphorylierung 
bereitgestellten ATPs für den energieabhängigen Na+/K+-Antiport (Silver u. 
Erecinska, 1994).  Wenn der aktive Transport von Natrium aus der Zelle und Kalium 
in die Zelle und daraus resultierend das Membranpotential nicht mehr 
aufrechterhalten werden kann, entwickelt sich aufgrund ungehinderten H2O-
Einstroms in die Zellen ein interstitielles Ödem (Menger et al., 2000; Sakrafas et al., 
2000). Die intrazelluläre Na+-Konzentration steigt zudem durch die erhöhte Aktivität 
des Na+/H+- Austauschers und des Na+/HCO3
- -Cotransporters (Carini et al., 1995).  
Um weiterhin intrazelluläre Energie in Form von ATP bereitzustellen, ist eine 
anaerobe Glykolyse erforderlich, welche mit einer intrazellulären Azidose einhergeht 
(Xia et al., 1996). Hierdurch kommt es zum Verlust der Membranpermeabilität.  
 
Aufgrund des oben beschriebenen interstitiellen Ödems vermindert sich der 
Gefäßdurchmesser im Kapillarbett (Gidlöf et al., 1988), der Gewebedruck erhöht sich 
(Jerome et al., 1993) und der Blutfluss wird durch einen Anstieg der 
Hämokonzentration gestört (Menger et al., 1988). Die Reperfusion stellt sich 
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demzufolge in den betroffenen Kapillaren nach Beendigung der Ischämie in der 
Reperfusionsphase nicht wieder ein. Dies wird als „no-reflow“ bezeichnet (Menger et 
al., 1992). 
Zur Visualisierung eines interstitiellen Ödems mit hämorrhagischer Schädigung und 
Zellnekrosen steht die Lichtmikroskopie zur Verfügung. Der Nachweis einer 
Schwellung des endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien, sowie die 
Beobachtung einer Vakuolenbildung und des Verlustes der Chromatinstruktur sind 
elektronenmikroskopisch möglich (Hoffmann et al., 1997; Witzigmann et al., 2003). 
 
Ein weiteres Reperfusionsphänomen des Ischämie-Reperfusionsschadens ist das 
„reflow-Paradox“. Nach initial erfolgreicher Reperfusion kommt es zur Verstärkung 
des Ischämieschadens (Hoffmann et al., 1997) durch  sekundäres Versagen der 
Kapillarperfusion (Menger et al., 1993). ATP wird zu Hypoxanthin in hypoxischen 
Zellen abgebaut. Intrazellulär entsteht gleichzeitig das Enzym Xanthinoxidase durch 
Umwandlung der Xanthindehydrogenase im sauren Milieu. Die Xanthinoxidase bildet 
nach Reperfusion und Wiederverfügbarkeit von Sauerstoff zusammen mit 
Hypoxanthin toxische Sauerstoffradikale (Berchtold, Chirurgie, Urban und Fischer, S. 
228). 
 
 
 
 
Abb. 2 Bildung toxischer Sauerstoffradikale nach Reperfusion durch die Oxidation von Hypoxanthin in 
Xanthin 
 
 
Die Interaktion der Sauerstoffradikale mit dem Radikal Stickstoffmonoxid (NO) führt 
zur Vasokonstriktion durch Aufhebung der NO-induzierten Vasodilatation. Zudem 
kommt es durch die freien Sauerstoffradikale zur Expression endothelialer 
Adhäsionsrezeptoren, insbesondere L-Selektin und P-Selektin. Als Folge entwickelt 
sich eine feste Adhäsion und Transmigration von Zellen und Mediatoren 
(Granulozyten, Thrombozyten, Leukozyten, Cytokine) in das Gewebe (Hoffmann et 
al., 1997; Forde et al., 1997; Menger et al., 2000; Rau et al., 2000; Telek et al., 
2001). 
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Eine weitere Folge der massiven Synthese freier Sauerstoffradikale ist die 
Entstehung hochtoxischer Hydroxylradikale unter Katalyse von Eisen und die damit 
verbundene Schädigung von Gefäß- und Gewebsmembranen durch 
Lipidperoxidation sowie die Oxydierung von DNA und die Denaturierung von 
Zellproteinen und Enzymen (Poli et al., 1998; Semenza et al., 2000). 
Des Weiteren kommt es zum Anstieg der Kalzium-Konzentration intrazellulär 
(Gasbaririni et al., 1992). Ursächlich hierfür  sind ein ungeregelter Einstrom aus dem 
Extrazellularraum, sowie die Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum und 
aus Mitochondrien (Hochacka et al., 1986).  
 
Die Summe aller Mechanismen führt zur Störung der Mikrozirkulation, welche 
wiederum zur Verlängerung der Hypoxie im reperfundierten Gewebe (Menger et al., 
1989) mit nachfolgender weiterer Zunahme der Gewebeschädigung führen kann. Als 
Ursache wird ein Ungleichgewicht zwischen Vasodilatatoren (Stickstoffmonoxid) und 
Vasokonstriktoren (Endothelin) postuliert, wodurch eine heterogene Durchblutung 
des Gewebes entsteht (Dhar et al., 1998; Uhlmann et al., 2000). Eine Störung der 
Mikrozirkulation kann somit einen starken Einfluss auf die Funktion des Transplantats 
haben (Obermaier et al., 2003; Drognitz et al., 2004). 
 
1.2.2 Aktivierung der T-Zellen 
Eine wichtige Rolle in der Entstehung des Ischämie-Reperfusionsschadens wird den 
T-Zellen zugeschrieben. In Tierversuchen mit einem induzierten IRS in Lebern von 
Ratten konnte nachgewiesen werden, dass der Mikrozirkulationsstörung eine 
subakute entzündliche Reaktion folgt, die vornehmlich durch eine Infiltration von 
Neutrophilen zu einer Zellzerstörung führt (Jaeschke et al., 1992; Suzuki et al., 
1993). Durch die Infiltration mit T-Zellen und Aktivierung organständiger T-
Lymphozyten wird die Entzündungsreaktion moduliert und somit die Produktion von 
Cytokinen und Chemokinen zur weiteren Rekrutierung von Lymphozyten und 
Neutrophilen angeregt (Caldwell et al., 2007). 
Die Studie von Zwacka et al., 1997 zeigte, dass insbesondere zirkulierende CD4+ T-
Lymphozyten als zelluläre Mediatoren in der subakuten Neutrophilen-Rekrutierung 
nach hepatischer Ischämie-Reperfusion arbeiten könnten.  
Ein weiteres Indiz für die Schlüsselrolle von T-Lymphozyten in der Entstehung des 
IRS sind Studien, in denen ein signifikant geringeres Ausmaß der Schädigung von 
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Leber, Interstitium und Niere bei Mäusen mit T-Zell-Armut nachgewiesen werden 
konnte und im Gegensatz dazu Studien, in welchen eine deutlich höhere 
Zellzellstörung unter T-Zell-Anreicherung stattfand (Zwacka et al., 1997; Le Moine et 
al., 2000; Horie et al., 1999; Burne et al., 2001). 
 
1.3 Sphingosin 1-Phosphat 
1.3.1 Einführung 
Da es sich bei der verwendeten Substanz FTY720 um ein Strukturanalogon des 
Sphingosin 1-Phosphates handelt, werden zum besseren Verständnis zunächst der 
Metabolismus und die Funktion von S1P erörtert. 
 
Bereits 1848 wurde die Gruppe der Sphingolipide durch J.L.W. Thudichum entdeckt 
und beschrieben. Aufgrund der Vielzahl chemischer Variationen und Eigenschaften 
(„sphinx-like“) erhielten sie ihren Namen. Zusammen mit LPA (Lysophosphatidsäure) 
gehört Sphingosin 1-Phosphat zur Gruppe der Lysophospholipide. 
 
 
Abb. 3: Sphingosin 1-Phosphat 
 
Sphingosin 1-Phosphat ist ein bioaktives Lipid, welches zum einem De-novo 
synthetisiert werden und zum anderen durch den Abbau von Sphingomyelin 
entstehen kann. Letzteres ist an der Außenseite der Lipiddoppelschicht lokalisiert 
und wird durch das Enzym Sphingomyelinase in Ceramid umgewandelt (Hannun YA 
et al., 1987; Spiegel S et al., 1996). Ceramid kann die Membran durchwandern und 
wird wiederum von der Ceramidase zu Sphingosin verstoffwechselt. De-novo wird 
S1P an der zytosolischen Seite des endoplasmatischen Retikulums (ER) gebildet. 
Zunächst werden Serin und Palmitoyl-CoA zu 3-Oxosphinganin (=Dihydrosphingosin) 
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kondensiert. Anschließend erfolgt eine N-Acylierung, sowie durch das Enzym 
Dihydroceramid-Synthase die Bildung von Dihydroceramid. Durch die Einführung 
einer trans-4,5-Doppelbildung durch eine Dihydroceramid-Desaturase entsteht 
Ceramid. Dieses wird letztendlich durch saure, neutrale oder alkalische Ceramidasen 
zu freier Fettsäure und Sphingosin hydrolysiert (Bernardo et al., 1995). Im letzten 
Schritt beider Synthesewege kommt es zur Phosphorylierung durch das Enzym 
Sphingosinkinase, es entsteht Sphingosin 1-Phosphat (Spiegel et al., 1996). 
 
 
 
 
Abb. 4: Biosynthese von Sphingosin 1-Phosphat durch De-novo-Synthese und durch den Abbau von 
Sphingomyelin 
 
Aktuell sind zwei Isoformen der Sphingosinkinase bekannt, SphK1 und SphK2, wobei 
ihnen unterschiedliche Lokalisationen zugeschrieben werden. Die wesentlich größere 
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Sphingosinkinase 2 wird in Leber und Herz, die Sphingosinkinase 1 in Lunge, Milz 
und Lymphgewebe exprimiert (Le Stunff et al., 2004). 
 
Die für die Bildung des S1P essentiellen Enzyme werden in fast allen Geweben 
exprimiert. Dennoch treten in einigen Organsystemen bis zu 100-fach höhere 
Konzentrationen des S1P auf. In peripheren Geweben beispielsweise lässt sich ein 
S1P-Gehalt zwischen 10 und 30 nM ermitteln. In lymphatischen Gefäßen liegt dieser 
bereits zwischen 10 und 100 nM und im Blut ist eine Konzentration von 100 bis 
1000 µM nachweisbar.  
 
Die zelluläre Produktion von Sphingosin1-Phosphat unterliegt einer strengen 
Regulation durch die S1P-bildenden Sphingosinkinasen und die S1P-degradierenden 
Enzyme. Im Ruhezustand liegt eine niedrige intrazelluläre S1P-Konzentration durch 
ein Gleichgewicht zwischen Bildung und Abbau des S1P (Pyne et al., 2000) vor. 
Extrazelluläre Stimuli aktivieren den Sphingomyelin-Zyklus und somit die Bildung von 
Sphingosin1-Phosphat in verschiedenen Zellen. Zu diesen Aktivatoren zählen 
beispielsweise der thrombozytäre Wachstumsfaktor (PDGF), Zytokine wie TNF in 
Endothelzellen und NGF in PC-12 phreochromozytären Zellen (Liu and Hannun, 
1997).  
In der biologisch aktiven Form (Sphingosin1-Phosphat) ist es ein wichtiger 
Bestandteil des Serums und reguliert eine Vielzahl von Vorgängen, wie zum Beispiel 
Zellwachstum, Migration, Differenzierung, Genexpression, Proliferation, Organisation 
des Zytoskeletts, Anti-Apoptose und Regulation der zellulären Calcium (Ca2+)-
Homöostase (Goetzl et al., 2004; Pyne und Pyne, 2000).  
 
Zwei Abbauwege des S1P werden in der Fachliteratur beschrieben. Das Enzym 
Sphingosin1-Phosphat-Lyase, welches auf der dem Zytosol zugewandten Seite des 
endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert ist, verstoffwechselt S1P irreversibel 
zu Phosphoethanolamin und Hexadecanal (Hla et al., 1999; Saba et al., 1997) durch 
Spaltung der C2-C3 Bindung (Yatomi et al., 1995). Des Weiteren ist der Abbau über 
das Enzym S1P-Phosphatase möglich. Sie liegt vorzugsweise an Plasmamembranen 
assoziiert vor, ihr hauptsächlicher Bildungsort sind Niere und Leber (Mandala et al., 
2000). 
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Abb. 5: Abbauwege des Sphingosin 1-Phosphat (S1P) 
 
Das Lipophospholipid findet sich im Blut hauptsächlich an Zellen des 
hämatopoetischen Systems und dort hauptsächlich an Thrombozyten. Diese besitzen 
als einzige Zellen keine S1P-Lyase, jedoch eine hohe Aktivität an Sphingosinkinase 
(Yatomi et al., 2001). Zur Ausschüttung von S1P kommt es durch die Aktivierung der 
Thrombozyten durch Thrombin oder Kalzium. Dadurch wird zum Beispiel in 
epidermalen Zellen durch migratorische und proliferative Effekte die Wundheilung 
beeinflusst (Vogler et al., 2003).  
 
1.3.2 Sphingosin 1-Phosphat-Rezeptoren 
Viele Wirkungen des S1P werden durch dessen Bindung an spezifische Rezeptoren 
vermittelt. Hierbei handelt es sich um eine Familie von G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren (GPCR), die als Plasmamembran-lokalisierte Rezeptoren arbeiten und 
die Membran siebenmal durchspannen (sieben helicale Transmembrandomänen).  
Initial wurden die Rezeptoren als EDG (endothelial differentation gene)-Rezeptoren 
bezeichnet. Erst später entdeckte man S1P und LPA als hochaffine Liganden. 
Dementsprechend erfolgte eine Umbenennung in S1P- und LPA-Rezeptoren (Lee et 
al., 2006). 
Insgesamt sind fünf S1P-Rezeptoren bekannt (S1P(1-5)). Diese weisen 
untereinander eine hohe Strukturverwandtschaft auf, werden jedoch durch 
verschiedene Gewebe exprimiert und treten daher ubiquitär im Organismus auf. 
Durch Bindung von S1P an den jeweiligen S1P-Rezeptor werden mindestens zwei 
der drei durch S1P-Rezeptoren aktivierbaren G-Proteine (Pertussistoxin (PTX)-
sensitive Gi/o-Proteine, Gq-Protein und PTX-insensitive-G12/13-Proteine (Hla et al., 
2001; Ishii et al., 2004)) stimuliert und aktiviert und dadurch unterschiedliche 
Signalkaskaden in Bewegung gesetzt.   
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Die S1P(1)- und S1P(4)-Rezeptoren werden hauptsächlich auf lymphoidem und 
hämatopoetischem Gewebe gebildet und sind somit im Rahmen dieser Arbeit 
aufgrund der Wirkung des S1P bzw. des Strukturanalogons FTY720 auf Immunzellen 
von besonderer Bedeutung.  
 
1.3.3 Sphingosin 1-Phosphat - Ein Rezeptoragonist 
Sphingosin 1-Phosphat bewirkt durch Bindung an die fünf spezifischen S1P-
Rezeptoren eine Vielzahl von Stoffwechselvorgängen mit zum Teil gegensätzlichen 
Ergebnissen. Durch die dosisabhängige Gabe von S1P konnte die Internalisation des 
Rezeptors und dessen Translokation an perinukleare endosomale Strukturen 
nachgewiesen werden (Liu et al., 1999).  
S1P aktiviert dadurch beispielsweise in mehreren Zellen (T- und B-Lymphozyten, 
Thymozyten) über S1P(1) und S1P(3) Rho und Rac mit daraus resultierender 
Migration und Zirkulation dieser Zellen (Goetzl, Rosen et al., 2004a) (Abb.6). Dem 
gegenüber steht die antimigratorische Funktion des S1P(2)-Rezeptors, welcher 
vermutlich Rac inhibiert (Okamoto et al., 2000). 
 
 
Abb. 6: Darstellung der Signaltransduktion von S1P am S1P1-Rezeptor exemplarisch an einem 
Lymphozyten nach Rosen, Goetzl et al. (2005) 
PLC= Phospholipase C, [Ca
2+
]i= Kalzium, PKC= Phosphokinase C, RAS= GTPase, ERK= 
extrazellulärsignalregulierte Kinase, PI3K= Phosphatidylinositol 3-Kinase, RAC= GTPase, AC= 
Adenylcyclase, cAMP= cyclisches AMP 
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Weitere Bedeutung haben die S1P-Rezeptoren in der Angionese. Es kommt zur 
Verstärkung von Zell-Zell-Kontakten zwischen den Endothelzellen durch Einlagerung 
von vaskulärem endothelialem Cadherin (VE-Cadherin) (Abb.7) und ß-Catenin in 
Adherens junctions und zur Ausbildung von kapillaren Strukturen (Lee et al., 1999).  
 
 
 
Abb. 7: Darstellung S1P1-vermittelter Verstärkung von Zell-Zell-Kontakten und daraus resultierender 
Verbleib der Lymphozyten in Lymphknoten nach Rosen, Goetzl et al. (2005) 
 
Zudem wirkt S1P auf die Proliferation vieler Zellen und hat im Gegensatz zum 
Sphingosin einen antiapoptotischen Effekt. 
 
 
1.3.4 Sphingosin 1-Phosphat - Ein intrazellulärer Botenstoff 
Auch Rezeptor-unabhängige Effekte von Sphingosin 1-Phosphat und damit Effekte 
eines second messengers werden postuliert (Olivera et al., 2003). Durch zum 
Beispiel den thrombozytären Wachstumsfaktor (PDGF), den vaskulär endothelialen 
Wachstumsfaktor (VEGF) und EGF sowie durch Zytokine kommt es zur Stimulierung 
der Sphingosinkinase, S1P steht somit vermehrt zur Verfügung. Verstärktes 
Wachstum, Zellschutz und Calciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen 
Retikulum sind die Folge. 
 
1.3.5 Sphingosin 1-Phosphat - Ein Immunmodulator 
Eine wesentlicher Effekt des Sphingosin 1-Phosphats mit hoher Relevanz für diese 
experimentelle Arbeit ist die Immunmodulation, welche hauptsächlich durch 
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S1P-Rezeptoren, und hier wiederum fast ausschließlich durch S1P(1) und S1P(4) 
gesteuert wird (Graeler und Goetzl et al., 2002).  
Zum einen ist hierfür die Emigration von T-Lymphozyten aus Thymus und 
lymphatischem Gewebe in das efferente Lymphsystem bedeutend, welche S1P(1)-
abhängig ist (Goetzl et al., 2004). Anschließend führt eine Downregulation zum 
Verbleib der T-Lymphozyten in den T-Zellbereichen der Lymphknoten während der 
T-Zell-Aktivierung (Matloubian et al., 2004). 
Durch eine erhöhte S1P-Konzentration im Serum wird zudem die Ansprechbarkeit 
von T-Zellen auf chemotaktische Reize reduziert. Folge ist eine Lymphozytose durch 
vermindertes Homing von T-Zellen in sekundäre Lymphorgane. 
Zum anderen kommt es über S1P(4) zu Zytokin-modulierenden Effekten in T-Zellen. 
Durch eine erhöhte S1P-Konzentration wird die INF-Sekretion reduziert und die IL-
10-Synthese erhöht (Wang et al., 2005). 
 
1.4 FTY720 
FTY720 (2-amino-2-[2-(4-octylphenyl) ethyl] propan-1,3-diol Hydrochlorid) ist ein 
synthetisches Derivat, hergestellt aus Kulturen des aus Ascomyzeten Iscaria sinclarii 
isolierten Sphingolipids ISP-1 (Myriocin) (Fujita et al., 1994).  
 
 
 
 
 
Abb. 8: FTY720 
 
 
FTY720 repräsentiert eine neue Wirkgruppe der Immunsuppressiva. Weder T- und 
B-Zell-Aktivität noch Proliferation und Effektorfunktion werden behindert, vielmehr 
kommt es zu einer Störung des Zelltransportes zwischen lymphatischem Gewebe 
und dem peripheren Blut (Brinkmann et al., 2004).  
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Nach Phosphorylierung durch die Sphingosin-Kinase 2 (Paugh et al., 2003; Billich et 
al., 2003; Kharel et al., 2005) interagiert die biologisch aktive Form FTY720-Phosphat 
an vier der fünf spezifischen Sphingosin 1-Phosphat-Rezeptoren (S1P(1), S1P(3), 
S1P(4) und S1P(5)) (Brinkmann et al., 2002; Mandala et al., 2002; Cyster et al., 
2005).  
Als ein hochaffiner Agonist wirkt FTY720 an dem G-Protein-gekoppelten Sphingosin 
1-Phosphat-Rezeptor 1 (S1P(1)) an Thymozyten und Lymphozyten und reguliert 
dessen Aktivität, welche eine bedeutende Rolle in der Migration der Lymphozyten 
und dessen Transport einnimmt (Graler et al., 2004; Matloubian et al., 2004; Yopp et 
al., 2005). Nach Bindung von FTY720-P kommt es zu einer aberrenten 
Internalisierung des S1P(1)-Rezeptors. Eine Antwort auf zirkulierendes S1P und eine 
daraus resultierende Freisetzung von T-Lymphozyten aus den Lymphknoten in das 
periphere Blut wird somit blockiert (Webb et al., 2004). Ihre Funktion im 
lymphatischen Gewebe bleibt dennoch bestehen. Unter Substitution klinisch 
relevanter Konzentrationen von FTY720 bleibt eine T-Zell-Antwort auf Antigene 
erhalten (Brinkmann et al., 2001; Pinschewer et al., 2000). Vielmehr scheint FTY720 
die Zirkulation und Emigration von Effektor-T-Zellen in die Peripherie zu 
beeinflussen, ohne eine Apoptose zu induzieren (Pinschewer et al., 2000). Neben 
der T-Zell-Lymphopenie wird zudem eine Depletion von neutrophilen Granulozyten 
durch die Gabe von FTY720 postuliert (Dragun et al., 2004).  
Des Weiteren agiert FTY720 an Lymphknoten-assoziierten Endothelzellen und 
bewahrt ihre vaskuläre Integrität durch Verstärkung von Adherens Junctions und der 
endothelialen Barrierefunktion (Brinkmann et al., 2004). Dies erfolgt durch 
Translokation von E-Cadherin an die fokale Kontaktseite der Endothelzellen und 
bewirkt dadurch eine verstärkte Zusammenlagerung der selbigen (Sanchez et al., 
2003). Dies führt zu einer deutlichen Einschränkung der Transmigration von 
Lymphozyten aus dem lymphatischen Gewebe in das periphere Blutsystem. 
In tierexperimentellen Versuchen konnte FTY720 bereits eine Vielzahl von 
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ II (Yang et al., 2003) oder 
Arthritis (Matsuura et al., 2000) inhibieren. In aktuellen klinischen Studien ergeben 
sich das höchste Potential und das größte Interesse in der Behandlung von multipler 
Sklerose oder der Vermeidung von Abstoßungsreaktionen nach 
Nierentransplantationen. In der Fachliteratur werden bereits eine Verringerung des 
Ischämie-Reperfusionsschadens (Anselmo et al., 2002; Delbridge et al., 2007) sowie 
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eine Verlängerung des Transplantatüberlebens (Suzuki et al. 1996, Chiba et al., 
1996) in Tierversuchsmodellen beschrieben. 
 
1.5 Fragestellung und Zielsetzung 
Ziel dieser tierexperimentellen Arbeit war es, den Einfluss des S1P- 
Strukturanalogons FTY720 auf den Ischämie-Reperfusionsschaden des Pankreas zu 
untersuchen und insbesondere zu ermitteln, ob eine Verbesserung der 
Mikrozirkulation und damit eine Verringerung des Ischämie-Reperfusionsschadens 
nach einer 60-minütigen Pankreasischämie durch die Gabe von FTY720 erreicht 
werden kann. Ein weiteres Augenmerk lag auf der Beobachtung der in den 
postkapillären Venolen des Pankreas zirkulierenden T-Lymphozyten und deren 
Endothel-Interaktion in Abhängigkeit von der FTY720-Gabe. 
 
Hierfür erfolgte eine reversible Okklusion der zuführenden Gefäße des Pankreas an 
Ratten für 60 Minuten zur Induktion einer Pankreasischämie. Anschließende 
intravitalmikroskopische Untersuchungen wurden zum Vergleich an Tieren nach 
Gabe von FTY720 und an unbehandelten Tieren durchgeführt. Hierfür wurden CD4+ 
T-Lymphozyten aus der Milz von syngenen Spenderratten mit einem MACS®-
Separator isoliert und anschließend mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Vybrant CFDA 
SE Cell Tracer Kit (V-12883)) markiert. 
Durch die Intravitalmikroskopie ist zudem die quantitative Messung von 
Mikrozirkulationsstörungen möglich. Des Weiteren erfolgte die Untersuchung der 
Lipase im Serum. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Versuchstiere 
Alle Tierversuche erfolgten mit Genehmigung des Regierungspräsidiums Leipzig 
(TV-Nr. 22/03) im Chirurgischen Forschungslabor der Klinik für Chirurgie II des 
Universitätsklinikums Leipzig AöR. 
Die Tierexperimente wurden an weiblichen Wistar-Ratten mit einem 
Durchschnittsgewicht von 300 bis 350 g durchgeführt. Die Zucht erfolgte im 
Medizinisch-Experimentellen-Zentrum des Universitätsklinikums Leipzig (Direktorin: 
Dr. med. vet. P. Madaj-Sterba). Während der Aufzucht wurde ein kontrollierter 
12-stündiger Tag-/Nachtrhythmus der Versuchstiere eingehalten. Als Haltungsfutter 
wurde 1324 Ratte/Maus (Altromin GmbH, Lage) verwendet. Die Tiere hatten zu 
jedem Zeitpunkt freien Zugang zu Wasser. 
Bis 24 h vor Versuchsbeginn wurden mehrere Tiere in einem Käfig 
(Polycarbonatkäfig Größe 4, Ehret, Emmendingen) aufgezogen, 24 h vor 
Versuchsbeginn erfolgte die Umsetzung in Einzelkäfige (Polycarbonatkäfig Größe 3) 
sowie die Aussonderung kranker Tiere. 
 
2.2 Versuchsaufbau 
2.2.1 FTY720 
Das Sphingosin 1-Phosphat-Analogon FTY720 wurde von der Firma Novartis 
Pharma (Basel) als Trockensubstanz zur Verfügung gestellt. Die Aufbereitung zur 
intravenösen Injektion erfolgte im chirurgischen Forschungslabor. Dazu wurde 1 mg 
FTY720 in Wasser zu Injektionszwecken/NaOH auf 1 ml aufgelöst und steril filtriert. 
 
2.2.2 Versuchsgruppen und Medikation 
Die Randomisierung der jeweils 12 Versuchstiere erfolgte in vier verschiedene 
Hauptgruppen: 
 
1. Scheinoperation ohne FTY720 
2. Scheinoperation mit 1 mg/kg KG FTY720 
3. Ischämie ohne FTY720 
4. Ischämie mit 1 mg/kg KG FTY720 
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Bei den Tieren der Gruppen 3 und 4 wurde durch Abklemmen der zuführenden 
Gefäße Arteria gastroduodenalis, Arteria gastrica sinistra, Arteria lienalis und Arteria 
pancreaticoduodenalis caudalis eine reversible 60-minütige Pankreasischämie 
induziert. In den Gruppen 1 und 2 (Scheinoperation) wurden zwar die Gefäße vom 
umliegenden Gewebe abpräpariert, ein Abklemmen blieb jedoch aus, sodass an 
diesen Tieren Schäden aufgrund einer unumgänglichen Manipulation durch a) den 
operativen Eingriff und b) während der Intravitalmikroskopie dargestellt werden 
konnten. 
Die Versuchstiere der Gruppen 2 und 4 erhielten 10 Minuten vor Reperfusion 
FTY720 in einer Dosis von 1 mg/kg KG. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Schematischer Versuchsablauf 
 
In dieser Studie wurde der Einfluss von FTY720 auf den Ischämie- 
Reperfusionsschaden am Pankreas der Ratte untersucht. Hierfür erfolgten 
Untersuchungen der Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie sowie von Blut und 
Gewebe. 
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Die Intravitalmikroskopie wurde an jeweils sechs Tieren der vier einzelnen 
Versuchsgruppen durchgeführt. Blutentnahmen zur Bestimmung der Lipase im 
Serum erfolgte an den übrigen sechs Tieren der Gruppen jeweils präoperativ sowie 
15 min, 1 h und 24 h postoperativ. Nach einer Stunde nach Reperfusion oder in einer 
weiteren Gruppe am ersten postoperativen Tag erfolgte die Tötung der Tiere und die 
Entnahme der Pankreata zur histologischen Beurteilung und immunhistochemischen 
Aufarbeitung, deren Auswertung die Aufgabenstellung einer anderen Dissertation ist. 
 
2.3 Experimentelles Modell 
2.3.1 Anästhesie 
Initial erfolgte eine CO2-Kurznarkose zur Einleitung der Anästhesie durch i.m.-
Injektion von 0,005 µg/kg KG Rompun® 2% und 0,005 µg/kg KG Exalgon® 1000. 
Anschließend wurde bei Bedarf die Erhaltungsnarkose von 150 µl Rompun® 2% und 
150 µl Exalgon® 1000 auf 1 ml NaCl 0,9% über einen venös liegenden Katheter 
appliziert. 
Nach Enthaarung und Desinfektion des OP-Gebietes (Kodan®-Spray, Schülke & 
Mayr GmbH, Nordstedt) wurden die Tiere auf einer Heizplatte gelagert, welche eine 
konstante Temperatur von 36°C aufrechterhielt. Um ein intraoperatives Austrocknen 
der Cornea zu vermeiden, wurden die Ratten präoperativ mit Bepanthen® 
Augensalbe versorgt. 
Es erfolgte die Anlage eines zentralvenösen Katheters (Portex Non Sterile, Polythene 
Tubing 0,28 Innendurchmesser) in die V. jugularis interna zur kontinuierlichen 
Substitution isotonischer NaCl-Lösung (NaCl 0,9%, Delta Select GmbH, Pfullingen) 
von 4 ml/h über einen Perfusor (B. Braun) sowie zur Gabe der Erhaltungsnarkose. 
Zur postoperativen Schmerztherapie erhielten die Tiere unmittelbar nach dem 
operativen Eingriff einmalig intramuskulär 50 µl Novaminsulfon-ratiopharm® 1 
(Wirkstoff Metamizol-Natrium, ratiopharm, Ulm). Am darauffolgenden postoperativen 
Tag wurde den Ratten frei zugänglich in 40 ml Trinkwasser jeweils 200 µl 
Novaminsulfon-ratiopharm® und 40%ige Glukose-Lösung (B. Braun Meisungen AG, 
Meisungen) dargereicht. 
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2.3.2 Operatives Modell 
Chirurgische Eingriffe, wie das Legen der Katheter, die abdominelle Laparotomie und 
die intraabdominelle Präparation erfolgten unter Einsatz eines Operationsmikroskops 
(Modell: Leica M651, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim). Des Weiteren 
wurde Operationsbesteck der Firma Aesculap (Tutzingen) und Gefäßclips der Firma 
World Precision Instruments (Berlin) verwendet. 
Zur Anlage des venösen Katheters wurde ein ca. 1 cm langer und querverlaufender 
Hautschnitt im Halsbereich gesetzt. Anschließend erfolgte oberhalb des 
Zusammenflusses mit der Vena jugularis externa die stumpfe Präparation und 
folgende Aufspannung der Vena jugularis interna auf eine Pinzette. Nach 
Unterbindung des kranialen Gefäßabschnittes wurde die Vena jugularis interna unter 
Zuhilfenahme einer Mikroschere eröffnet. Ein zuvor entlüfteter Polypropylenkatheter 
diente als zentralvenöser Katheter und wurde ca. 2 cm tief in die Vena jugularis 
interna vorgeschoben und fixiert. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die erste 
Blutentnahme zur Bestimmung des Ausgangswertes der Serumlipase. 
Zur Induktion der Ischämie des Pankreas wurde nun das Abdomen über eine 
mediane Oberbauchlaparotomie eröffnet. Das Offenhalten der Wundränder konnte 
durch 2 justierbare Haken, die rechts und links auf der Heizplatte befestigt waren, 
realisiert werden. Anschließend erfolgte die Auslagerung des Duodenums zusammen 
mit dem Pankreaskopf zur linken Seite, um die Sicht und den Zugang zu den 
Gefäßabgängen des Truncus coeliacus und zur Arteria mesenterica cranialis zu 
ermöglichen. Eine größtmögliche Schonung des Pankreas wurde gewährleistet, 
indem die Umlagerung äußerst vorsichtig und mit sterilen Wattestäbchen 
durchgeführt wurde. Freiliegende Darmabschnitte wurden mit feuchten Kompressen 
vor der Austrocknung geschützt. 
Die weitere Präparation erfolgte analog dem Modell von Hoffmann et al. (1995) bei 
der Etablierung des experimentellen Tiermodells zur Ischämie und Reperfusion des 
Pankreas. Eine vollständige Unterbrechung der arteriellen Blutzufuhr und damit eine 
komplette Ischämie des Pankreas machte es erforderlich, vier Gefäße zu 
verschließen: Arteria gastrica sinistra, Arteria lienalis, Arteria pancreaticoduodenalis 
caudalis und Arteria gastroduodenalis. Dazu wurde die Heizplatte mit dem darauf 
liegenden Versuchstier etwas gekippt, sodass das Tier letztendlich mit der linken 
Körperhälfte nach unten auf dem Präparationstisch lag. Daraus resultierte ein 
erleichterter Zugang zum Truncus coeliacus. Im Anschluss erfolgte zunächst die 
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Präparierung von Arteria gastrica sinistra und Arteria lienalis unmittelbar nach ihrem 
Abgang aus dem Truncus coeliacus. Im nächsten Schritt wurde die Arteria 
pancreaticoduodenalis caudalis, die den ersten Abgang der Arteria mesenterica 
cranialis darstellt, von Gewebestücken befreit. Als letzte Arterie wurde die Arteria 
gastroduodenalis, die aus der Arteria hepatica entspringt und zwischen Vena portae 
und Ductus choledochus liegt, präpariert. Zur Induktion einer kompletten, jedoch 
reversiblen Pankreasischämie, wurden die vier Gefäße in gleicher Reihenfolge 
mittels mikrovaskulärer Gefäßclips temporär verschlossen. 
 
 
 
 
 
1 A. gastrica sinistra    5 Leber 
2 A. lienalis      6 Magen 
3 A. gastroduodenalis    7 Duodenum 
4 A. pancreaticoduodenalis caudalis    8 Pankreas 
  
 
Abb. 10: Schematische Darstellung der pankreasversorgenden Gefäße 
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Der erfolgreiche Verschluss der zuführenden Gefäße konnte durch ein Abblassen 
des Pankreas nachgewiesen werden. Um einem Austrocknen während der 
Ischämiezeit entgegenzuwirken, wurde auch hier das offen liegende Abdomen durch 
feuchte Kompressen und zudem durch Klarsichtfolie abgedeckt. 
Die normotherme Ischämie wurde nach einer Stunde durch das Entfernen der 
Gefäßclips beendet und damit die vollständige Reperfusion des Pankreas eingeleitet. 
 
Versuchstiere, die zur Erfassung histologischer und immunhistochemischer 
Veränderungen nach Ischämie dienten, wurden entweder wiederum eine Stunde mit 
abgedecktem Abdomen gelagert (1-Stunden Tiere) oder es erfolgte der sorgfältige 
Verschluss des Peritoneums, der Muskulatur und der Haut mit fortlaufender Naht mit 
5-0 PDF (Ethicon GmbH, Norderstedt) (24-Stunden Tiere). Die venösen Katheter 
wurden entfernt, das Gefäß ligiert und die Wunde am Hals mit Einzelknopfnähten 
verschlossen.  
Bei den Versuchstieren der Intravitalmikroskopie-Gruppen zur Untersuchung der 
pankreatischen Mikrozirkulation erfolgte nach Beendigung der Ischämie bzw. 
Scheinoperation die Anbringung von fünf Fäden (Vicryl 5/0 (Ethicon GmbH, 
Norderstedt)) am duodenalen C im Abstand von ca. 1 cm. Diese dienten zur 
Auslagerung des Pankreas, während das Versuchstier seitlich auf einer mobilen 
Thermoplatte mit angeschlossener Pankreaskammer gelagert wurde. Die Anfertigung 
der Kammer erfolgte durch die Abteilung für Medizintechnik des Universitätsklinikums 
Leipzig mit freundlicher Genehmigung nach Plänen der Arbeitsgruppe um Prof. 
Foitzik (Universität Rostock). Nach Auslagerung des vom Duodenum umgebenen 
Pankreaskopfes wird dieser durch die angebrachten Fäden aufgespannt und fixiert. 
Im Anschluss wurde das Pankreas mit einem Glasplättchen (Durchmesser 11,8 mm, 
Stärke 2; Karl Hecht KG „Assistent“, Sondheim/Rhön) bedeckt. Hier wurde die 
Austrocknung des Pankreas durch regelmäßige Befeuchtung mit 0,9%iger NaCl- 
Lösung verhindert. 
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2.4 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 
Anhand definierter mikrohämodynamischer Parameter kann eine quantitative 
Analyse der Mikrozirkulation des Pankreas durchgeführt werden. Die intravitale 
Fluoreszenzmikroskopie ist hierfür Mittel der Wahl, da nur sie eine kontinuierliche 
und wiederholte Visualisierung der Mikrozirkulation erlaubt. In dieser Studie erfolgte 
die intravitale Fluoreszenzmikroskopie in der frühen Reperfusionsphase. Hierfür 
wurde, wie bereits beschrieben, der Pankreaskopf ausgelagert und es wurden 
folgende Parameter bestimmt: 
- Zellzahl der die postkapillären Venolen durchströmenden T-Lymphozyten, 
- Flussgeschwindigkeit der Lymphozyten,  
- T- Lymphozyten-Endothel-Interaktion, 
- Kapillardurchmesser, 
- Funktionelle Kapillardichte, sowie 
- Leukozyten-Endothel-Interaktion. 
Im Anschluss erfolgte die Tötung der Versuchstiere durch eine Überdosierung mit 
Rompun® 2% und Exalgon® 1000.  
 
2.4.1 Technischer Aufbau 
Um eine Visualisierung der Mikrozirkulation und Veränderung von Gewebe nach 
Ischämie/Reperfusion mittels Intravitalmikroskopie gewährleisten zu können, ist eine 
selektive Markierung bestimmter Organstrukturen oder Blutbestandteile mit einem 
fluoreszierenden Farbstoff erforderlich und unerlässlich. Aufgrund verschiedener 
Filterblöcke, die durch eine Schiebekassette beliebig gewechselt werden können, ist 
es zudem möglich, parallel mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen zu arbeiten 
und somit auch Veränderungen beispielsweise der Mikrozirkulation und der 
Blutgefäße relativ gleichzeitig zu beobachten.  
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Abb. 11: Versuchsaufbau 
 
 
In dieser Studie wurde ein Zeiss-Auflichtmikroskop 1 (Axiotechvario 100 HD; Carl 
Zeiss Jena GmbH, Jena) in Epilluminationstechnik mit einer als Lichtquelle 
fungierenden Quecksilberlampe (Modell: HBO® 103 W/2, Osram GmbH, München) 
und einem Wasserimmersionsobjektiv 11 (Plan-NEOFLUAR 16x/0,5/mm, Carl Zeiss 
Jena GmbH) verwendet. Das Versuchstier 12 war auf einem Aufnahmetisch 13 
angeordnet. Das Auflichtmikroskop 1 verfügte über eine Schiebekassette 14 zum 
Einfügen von Filterblöcken in den Strahlengang, wie weiter oben beschrieben.  
Die Versuchsergebnisse wurden mit Hilfe einer Aufzeichnungseinrichtung 2, 
bestehend aus einer CCD-(charge-coupled device) S/W-Videokamera 21 (Modell: 
AVT-BC 11; AVT Horn, Aalen) mit Zoom und einem Videorekorder 22 (Modell: AG-
7350, Panasonic, München) mit Monitor 23 (Modell: PVM 14N1E, Sony GmbH, 
München) dokumentiert.  
Eine 600-fache Vergrößerung konnte durch das Hintereinanderschalten des 
Wasserimmersionsobjektives 11 und der beschriebenen Videokamera 21 mit Zoom 
realisiert werden.  
Der Versuchsaufbau wurde vervollständigt durch einen Personalcomputer 3 mit 
Tastatur 31 und Eingabegerät 32. 
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2.4.2 Ablauf der Intravitalmikroskopie 
Begonnen wurde mit der Untersuchung der T-Lymphozyten. Dazu erhielten die 
Versuchstiere mit MACS-markierte T-Lymphozyten, welche zuvor aus der Milz von 
Spenderratten extrahiert wurden, fünf Minuten vor Aufnahme intravenös. Auch alle 
weiteren Fluoreszenzfarbstoffe wurden in dieser Form substituiert. Mittels 
Videoaufnahme wurden so die Flussgeschwindigkeit, die Anzahl und die Endothel- 
Interaktion der T-Lymphozyten festgehalten und zu einem späteren Zeitpunkt 
ausgewertet. Im Anschluss erfolgte die Gabe von FITC-Dextran zur Messung des 
Kapillardurchmessers sowie zur Auswertung der funktionellen Kapillardichte. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12: Schematischer Ablauf der Intravitalmikroskopie 
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2.5 T- Lymphozyten 
Zur intravitalmikroskopischen Darstellung wurden T-Lymphozyten aus der Milz von 
Spenderratten mit dem MACS®-Separator extrahiert und anschließend mit dem 
Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (V-12883) gefärbt. 
 
2.5.1 Extrahierung der CD4-T-Lymphozyten (MACS®-Separator) 
Zur Isolierung von Zellen mit niedriger Zellzahl steht als gebräuchlichste Methode der 
MACS®-Separator zur Verfügung. Hierbei werden die zu isolierenden Zellen durch 
einen Antikörper, den sogenannten super- paramagnetischen MACS MicroBeads, 
spezifisch markiert. Abbildung 13 stellt diese Methode schematisch dar.  
Für jeden Versuch wurde einem syngenen Spendertier mit einem Gewicht von ca. 
250 bis 300 g nach erfolgter Anästhesie (wie unter 2.3.1. beschrieben) die Milz 
entnommen und nach einem standardisiertem Protokoll T-Lymphozyten aus 
lymphoidem Gewebe isoliert. Dazu erfolgte zunächst die Zerkleinerung der Milz in 
einer Petrischale unter Hinzugabe von 5 ml Pufferlösung (BSA/ EDTA/ PBS). Die 
Gewebsstücke und mechanisch herausgelösten Zellen wurden im Anschluss durch 
einen Filter gepresst. Die Zellen wurden in einem konischen Röhrchen gesammelt 
und mehrfach mit der Pufferlösung durch Zentrifugation (bei 300 g für jeweils 10 
Minuten) gewaschen, eine Probe entnommen und mittels Neubauer-Zählkammer die 
Gesamtzellenzahl berechnet. Der restliche Überstand konnte komplett abgetragen 
und das Zell-Pellet auf 80 µl Puffer pro 107 Gesamtzellen aufgefüllt werden. Nach 
Hinzufügen von 20 µl der MACS CD4-MikroBeads pro 107 Gesamtzellen wurden 
diese gut vermischt und für 15 Minuten bei 6°- 12°C inkubiert. Anschließend wurde 
der Überstand erneut vollständig abgetragen, das Zell-Pellet auf 500 µl des Puffers 
pro 1,25x108 Gesamtzellen aufgefüllt und mit der magnetischen Trennung 
fortgefahren. Hierzu wurde nach Berechnung der Zellzahl der Säulentyp LS gewählt. 
Jede Säule ist mit Stahlwolle gefüllt und wurde in dem magnetischen Feld des 
passenden MACS-Trenners platziert. Markierte und eisenhaltige Zellen werden durch 
das Feld in der Säule festgehalten, nicht markierte oder eisenarme Zellen fließen 
hindurch. Nach Einbringen von 3 ml Pufferlösung wurde die Zellsuspension 
eingebracht, die Negativzellen passierten die Säule und es wurde nochmals mit 
3 x 3 ml Pufferlösung gespült. Im letzten Schritt der T-Lymphozyten-Extrahierung 
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wurde die Positivfraktion durch Nutzung eines beigestellten Tauchkolbens 
ausgeschwemmt. 
 
 
 
 
Abb. 13: Magnetische Zellseparation mit MACS  
 
2.5.2 Markierung (Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (V-12883)) 
Die Lieferung des Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (V-12883) erfolgte noch nicht 
gebrauchsfertig. Daher wurde eine 10 mM CFDA SE Stammlösung aus den zwei 
Komponenten CFDA SE (Komponente A) und DMSO (Komponente B, 
Dimethylsulfoxid) unmittelbar vor der Verwendung hergestellt. Hierbei wurde der 
Inhalt eines Fläschchens CFDA SE in 90 µl des DMSO aufgelöst. 
Nach Zentrifugation der ausgeschwemmten Positivfraktion wurde der Überstand 
abgetragen und die Zellen wurden in PBS mit der Stammlösung zu der gewünschten 
Arbeitskonzentration resuspendiert. Anschließend erfolgte eine 15-minütige 
Inkubation bei 37°C.  
 
Nach abgeschlossener Inkubation, nochmaliger Zentrifugation und Auffüllen des Zell-
Pellets auf 0,2 ml erfolgt die Applikation intravenös. Die Vorschaltung eines Filters 
während der Intravitalmikroskopie war nicht erforderlich.  
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2.6 Parameter der Mikrozirkulation 
Alle nachfolgenden Messungen und Auswertungen erfolgten mit Hilfe des 
Computerprogramms CapImage (Dr. Zeintl Ingenieurbüro, Heidelberg, Deutschland). 
 
2.6.1 Zellzahl 
Hier wurde die Anzahl der T-Lymphozyten bestimmt, welche in einer vordefinierten 
Zeitperiode eine postkapilläre Venole durchströmten. Pro Versuchstier wurden 
mindestens drei postkapilläre Venolen mit einem Durchmesser von 20-100 µm und 
einem geraden Verlauf des Gefäßes über mindestens 100 µm Länge 30 Sekunden 
lang aufgezeichnet. 
 
2.6.2 Flussgeschwindigkeit 
Zur Messung der Flussgeschwindigkeit wurde die Line-Shift-Diagram Methode des 
CapImage-Programms verwendet. Nach Zeichnung roter Messlinien parallel zum 
Verlauf der postkapillären Venole wurde das Videoband für 10 Sekunden gestartet 
und anschließend ein sogenanntes Line-Shift-Diagram (LSD, siehe unten) erzeugt. 
Die Grauwerte wurden entlang der Messlinie in einem x-y-Diagramm dargestellt. Die 
x-Achse bildete die Zeit (10 Sekunden) ab und die y-Achse die Länge der jeweiligen 
Messlinie. 
 
 
 
Abb. 14: Line-Shift-Diagram 
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2.6.3 Kapillardurchmesser  
Um eine höhere Kontrastierung des Kapillarfeldes unter Vorschaltung eines 
entsprechenden Filters (BP 450-490. FT 510 (10), BP 515-565, Carl Zeiss Jena 
GmbH) zu ermöglichen, wurde den Versuchstieren intravenös 0,1 ml mit FITC 
(Fluoreszeinisothiozyanat) markiertes Dextran 500000 (Fluka Chemie GmbH, Buchs, 
Schweiz) substituiert. Gemessen wurden die kapillären Durchmesser 30 Minuten 
nach Reperfusion an 10 - 20 Kapillaren in jeweils 7 - 10 randomisierten 
Beobachtungsfeldern (Größe: 450 x 350 μm). Aufgrund der Bewegungsartefakte und 
um somit eine eindeutige Beurteilung gewährleisten zu können, erstreckte sich der 
Beobachtungszeitraum über jeweils 30 Sekunden. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe 
des Computerprogramms CapImage 6.03 (Dr. Zeintl Ingenieurbüro, Heidelberg, 
Deutschland) (Klyscz et al. 1997). 
 
2.6.4 Funktionelle Kapillardichte 
Eine quantitative Beurteilung der kapillären Perfusion kann mit Hilfe der funktionellen 
Kapillardichte (FKD) durchgeführt werden. Für diese Berechnungen konnten die 
Aufnahmen, welche bereits zur Untersuchung der Kapillardurchmesser dienten, 
genutzt werden. Erfasst wurde hierfür die Länge der perfundierten Kapillaren in 
Zentimeter pro Beobachtungsfeld (mit der Dimension cm²). Nicht perfundierte oder 
nur mit Plasma perfundierte Kapillaren wurden nicht in die Auswertung mit 
aufgenommen. Auch hier erfolgte die Auswertung durch das Computerprogramm 
CapImage. Nach Festlegung einer Fläche im Beobachtungsfeld wurden alle 
perfundierten Kapillaren am Bildschirm mit der Maus nachgezeichnet. Um die 
Kapillarperfusion erkennen zu können, wurde das aufgenommene Video immer ein 
Stück weiter gespielt. Aus den nachgezeichneten Kapillaren wurde die Gesamtlänge 
ermittelt und bei bekannter Fläche des zuvor festgelegten Abschnittes die 
funktionelle Kapillardichte ermittelt. 
 
2.6.5 T-Lymphozyten-Endothel-Interaktion 
Die Analyse der T-Lymphozyten-Endothel-Interaktion erfolgte zu Beginn der 
Reperfusion in den postkapillären Venolen. Als permanent adhärent („sticker“) 
wurden Lymphozyten definiert, die mindestens 20 Sekunden unbeweglich am 
Endothel hafteten. Hierbei wurde als Dimension die Zellzahl pro mm² 
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Endotheloberfläche angegeben. Lymphozyten, deren Flussgeschwindigkeit aufgrund 
von Endothelkontakten gegenüber dem Gefäßstrom deutlich verlangsamt war, 
wurden als „roller“ klassifiziert. Sie haben die Dimension Zellzahl pro Sekunde pro 
mm Gefäßdurchmesser. Die Auswertung erfolgte unter der Annahme einer 
zylindrischen Gefäßform (Massberg et al. 1998).  
 
2.7 Laborparameter 
Als Laborparameter wurde die Lipasekonzentration im Serum bestimmt. Diese 
Bestimmung erfolgte präoperativ, 15 Minuten,  1 Stunde und 24 Stunden nach 
Beginn der Reperfusion. Die Blutentnahme wurde über den venösen Katheter oder 
vor Tötung der Versuchstiere durch eine Herzpunktion durchgeführt. Entnommen 
wurden ca. 400 µl heparinisiertes Blut (10 IE Heparin-Natrium (Liquemin® N 5000, 
Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) pro 50 µl Vollblut). Nach Zentrifugation 
des Blutes bei 5000 rpm über 10 min bei 4°C wurde das gewonnene Plasma bis zur 
Messung bei -80°C eingefroren. Die Messung der Serumlipase-Aktivität erfolgte in 
Zusammenarbeit mit dem Institut für Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik der 
Universität Leipzig (Direktor: Prof. Dr. med. J. Thiery). Dazu wurde jede Probe mit 
NaCl im Verhältnis 1:5 verdünnt und photometrisch (Roche/Hitachi Modular® 
Analytics PPE, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) gemessen. 
 
2.8 Statistik 
Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung wurde das Programm 
SigmaStat Version 3.5 verwendet. Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert 
(MW) ± Standardabweichung des Mittelwertes (SD). Dabei wurden die Messwerte 
pro Tier einer Gruppe zu den jeweiligen Versuchszeitpunkten arithmetisch gemittelt. 
Bei normalverteilten Daten erfolgte die Auswertung mittels t-Test, bei nicht-
normalverteilten Daten wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. Unterschiede 
von p < 0,05 wurden als signifikant bewertet. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Parameter der Mikrozirkulation 
3.1.1 Zellzahl 
Es wurde die Anzahl der T-Lymphozyten, die pro Minute eine postkapilläre Venole 
durchströmten, gezählt. Zur intravitalmikroskopischen Darstellung wurden die T-
Lymphozyten zuvor aus der Milz von Spenderratten extrahiert und anschließend mit 
dem Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (V-12883) gefärbt. 
In der Gruppe der schein-operierten Versuchstiere wurde eine Zellzahl von 
38 ± 42 /min bestimmt. Aufgrund der hohen Standardabweichung kam es zu keiner 
signifikanten Zunahme der Zellzahl (157 ± 179 /min) in der Gruppe der unter 
Substitution von FTY720 schein-operierten Versuchstiere im Vergleich zur 
Kontrollgruppe (Schein-OP ohne FTY720). 
Die Ischämiegruppe mit FTY720 wies eine signifikante Zunahme der Zellzahl 
(63 ± 42 /min) im Vergleich zur alleinigen Ischämiegruppe (19 ± 12 /min) auf 
(p < 0,05 vs. Ischämie) (Abb. 15). 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15: Zellzahl 
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3.1.2 Flussgeschwindigkeit 
Die Flussgeschwindigkeit wurde in mm/s bestimmt. Bei den Tieren, die nur einer 
Scheinoperation unterzogen wurden, lag die Flussgeschwindigkeit bei 2,2 ± 0,2 mm/s 
und unter zusätzlicher Substitution von FTY720 bei 2,6 ± 0,4 mm/s ohne signifikante 
Zunahme der Flussgeschwindigkeit. 
Auch bei den Versuchstieren, die einer einstündigen Ischämie unterzogen worden 
waren, kam es zu keiner signifikanten Zunahme der Flussgeschwindigkeit unter 
Substitution von FTY720. Diese lag bei 2,2 ± 0,5 mm/s in der Ischämiegruppe und 
2,4 ± 0,3 mm/s in der Ischämiegruppe mit FTY720. 
 
 
 
 
  
 
 
Abb. 16: Flussgeschwindigkeit 
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3.1.3 Kapillardurchmesser 
Die Kapillardurchmesser des Pankreas wurden jeweils 30 min nach Beginn der 
Reperfusion untersucht. Zur besseren Darstellung wurde das kapilläre Endothel mit 
FITC-Dextran angefärbt. Bei den Tieren, die nur einer Scheinoperation (ohne Gabe 
von FTY720) unterzogen wurden, lag der Kapillardurchmesser bei 6 ± 0,2 µm. In der 
Kontrollgruppe Scheinoperation mit FTY720 wurden Kapillardurchmesser mit 
6,4 ± 0,25 µm gemessen. Der Kapillardurchmesser der mit FTY720 schein-operierten 
Gruppe verbesserte sich somit signifikant (p < 0,05 vs. Schein-OP) gegenüber der 
Kontrollgruppe.  
In der Ischämiegruppe verringerten sich die kapillären Durchmesser 
nach 60-minütiger Ischämie auf 4,8 ± 0,7 µm. In der Ischämie-Gruppe mit FTY720 
lag der Kapillardurchmesser bei 5,9 ± 0,6 µm. Es zeigte sich ein signifikant 
vergrößerter Kapillardurchmesser in der Ischämiegruppe mit FTY720 gegenüber der 
Ischämiekontrollgruppe (p < 0,05 vs. Ischämie) (Abb. 17).   
  
 
 
 
 
 
Abb. 17: Kapillardurchmesser 
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3.1.4 Funktionelle Kapillardichte 
Um die mikrovaskuläre Perfusion des Pankreas zu quantifizieren, wurde die 
Funktionelle Kapillardichte analysiert und mit cm-1 angegeben. Die Funktionelle 
Kapillardichte lag in der Gruppe Schein-OP ohne FTY720 bei 187 ± 16 cm-1. Bei den 
scheinoperierten Versuchstieren, die zusätzlich mit FTY720 behandelt wurden, ergab 
sich eine signifikante Zunahme der Funktionellen Kapillardichte (p < 0,05). Diese 
betrug 249 ± 7 cm-1.  
In der Ischämiegruppe wurde eine Funktionelle Kapillardichte von 127 ± 12 cm-1 
gemessen. Unter Substitution von FTY720 nahm diese signifikant auf 194 ± 28 cm-1 
im Vergleich zur alleinigen Ischämiegruppe zu (p < 0,05).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 18: Funktionelle Kapillardichte 
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3.1.5 T-Lymphozyten-Endothel-Interaktion 
Es wurden die permanent adhärenten T-Lymphozyten („sticker“), die mindestens 
20 Sekunden unbeweglich am Endothel postkapillärer Venolen hafteten, gezählt und 
mit der Einheit Zellzahl pro mm² Endotheloberfläche angegeben. Des Weiteren 
wurden auch sogenannte „roller“ beobachtet. Hierbei handelt es sich um 
Lymphozyten, deren Flussgeschwindigkeit aufgrund von Endothelkontakten 
gegenüber dem Gefäßstrom deutlich verlangsamt war. Diese haben die Einheit 
Zellzahl pro Sekunde pro mm Gefäßdurchmesser.  
 
In der Gruppe Schein-OP ohne FTY720 wurden 0,75 ± 1,5 „roller“ pro Sekunde pro 
mm Gefäßdurchmesser gezählt. Unter zusätzlicher Substitution von FTY720 konnten 
keine T-Lymphozyten mit Endothelkontakt nachgewiesen werden. Es ergab sich kein 
signifikanter Unterschied in der Anzahl der „roller“ zwischen den scheinoperierten 
Gruppen. 
Auch in der Ischämiegruppe konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt 
werden. In der Gruppe ohne FTY720 wurden 0,17 ± 0,4 „roller“ pro Sekunde pro mm 
Gefäßdurchmesser gezählt; in der Ischämiegruppe mit FTY720 0,5 ± 0,55 „roller“ pro 
Sekunde pro mm Gefäßdurchmesser. (Abb. 19) 
 
 
 
 
Abb. 19: T-Lymphozyten-Endothel-Interaktion, „roller“ 
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In der Gruppe der scheinoperierten Tiere wurden 0,75 ± 1 „sticker“ pro mm² 
Endotheloberfläche gezählt. Unter FTY720 konnten auch hier keine T-Lymphozyten 
mit Endothelanhaftung gefunden werden. Somit findet sich kein signifikanter 
Unterschied in den Kontrollgruppen. 
Zwischen den Ischämiegruppen ohne und mit FTY720 konnte ebenfalls keine 
Signifikanz festgestellt werden. (Ischämie ohne FTY720 1,8 ± 1,5 „sticker“ pro mm² 
Endotheloberfläche  versus Ischämie mit FTY720 1,7 ± 1,2 „sticker“ pro mm² 
Endotheloberfläche) (Abb. 20). 
 
 
 
 
 
Abb. 20: T-Lymphozyten-Endothel-Interaktion, „sticker“ 
 
 
 
3.1.6 Leukozyten-Endothel-Interaktion 
Die Ermittlung der Leukozyten-Endothel-Interaktion des Pankreas sollte 60 min nach 
Beginn der Reperfusion erfolgen. Hierfür wurde 0,25 ml Rhodamin 6G 0,02% i.v. 
appliziert, um die Leukozyten selektiv in vivo anzufärben. Eine Auswertung war 
jedoch aufgrund der hohen Anzahl und Dichte an Leukozyten nicht möglich und 
musste daher aus der Betrachtung ausgeschlossen werden.  
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3.2 Laborparameter 
3.2.1 Lipase 
Unabhängig von den Versuchsgruppen lag der präoperative Mittelwert der Lipase bei 
11 ± 1 U/l. In der Kontrollgruppe ohne FTY720 stieg die Lipase über den 
Beobachtungszeitraum von einem Tag bis auf 37 ± 4 U/l an. In der Kontrollgruppe mit 
FTY720 fielen hingegen die Werte nach einem leichten Anstieg (29 ± 8 U/l) wieder 
auf 19 ± 7 U/l ab.  
Nach Ischämie und Reperfusion konnten in beiden Gruppen jeweils signifikante 
Anstiege der Lipase bis auf 45 ± 20 U/l nach 75 Minuten (p < 0,05 vs. präopertiv) 
nachgewiesen werden. Nach 120 Minuten kam es in beiden Gruppen nochmals zu 
einem Anstieg der Lipasewerte (Ischämiegruppe 77 ± 62 U/l, Ischämiegruppe + 
FTY720 116 ± 43 U/l). In der Ischämiegruppe mit Substitution war der Anstieg zudem 
signifikant (p < 0,05).  
Nach einem Tag näherten sich die Lipasewerte beider Ischämiegruppen wieder an 
(33 ± 25 U/l). In der Ischämiegruppe mit FTY720 konnte eine signifikante Abnahme 
der Lipase nach einem Tag im Vergleich zu 120 Minuten festgestellt werden 
(p < 0,05).  
In keiner Versuchstiergruppe konnten nach einem Tag wieder präischämische 
Lipasewerte gemessen werden. Ebenso fanden sich zwischen den einzelnen 
Versuchstiergruppen innerhalb derselben Entnahmezeitpunkte keine signifikanten 
Unterschiede in den Lipasewerten. (Abb. 21) 
 
 
Abb. 21: Lipase 
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4. Diskussion 
4.1 Methodik 
4.1.1 Experimentelles Modell 
Das in dieser Arbeit angewandte Ischämie/Reperfusionsmodell wurde 1995 von 
Hoffmann et al. am Pankreas der Ratte etabliert und bereits in diversen 
tierexperimentellen Studien  genutzt (von Dobschütz et al., 1999; Obermaier et al., 
2002; Hackert et al., 2005). Durch eine temporäre Okklusion der vier 
pankreasversorgenden Arterien wurde eine komplette, normotherme und reversible 
Ischämie induziert. Hierdurch konnte eine Pankreastransplantation mit 
nachfolgendem Ischämie-Reperfusionsschaden unter Ausschaltung bzw. 
Vermeidung weiterer Einflussfaktoren, wie zum Beispiel ein großes operatives 
Trauma im Rahmen einer Transplantation, simuliert werden, ohne das komplexe 
Zusammenspiel der verschiedenen Mediatoren zu beeinträchtigen.  
Ein experimentelles Transplantatmodell eignet sich nicht für diese der Arbeit 
zugrundeliegende Fragestellung, da die Konservierung des Organs und die kalte 
Ischämiezeit Einfluss auf die zu untersuchenden Parameter nehmen würden, welche 
teilweise noch nicht vollständig geklärt sind. Durch die in situ-Belassung des Organs 
nach warmer Ischämie konnte dies umgangen werden. 
Es wurde eine Okklusionszeit von 60 min gewählt, welche einem Gewebeschaden 
einer ödematösen bis nekrotisierenden Pankreatitis entspricht (Hoffmann et al., 
1995). 
Das Versuchstier Ratte bietet aufgrund des anatomisch gut zugänglichen Pankreas 
Vorteile im operativen Umgang; die Auslagerung des Organs zur späteren 
Intravitalmikroskopie wird ebenfalls deutlich erleichtert. 
 
4.1.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 
Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie ist aktuell Goldstandard zur Verifizierung von 
Mikrozirkulationsstörungen (Obermaier et al., 2005), da sie einen direkten Einblick in 
die Dynamik der Mikrozirkulation geben kann. Seit vielen Jahren wird die intravitale 
Fluoreszenzmikroskopie zur Untersuchung von vitalem und perfundiertem 
Pankreasgewebe eingesetzt (Fraser und Hendersen, 1980; Menger et al., 1996; 
Schmidt et al., 2002). 
 37 
Durch das Vorschieben verschiedener Filterblöcke besteht die Möglichkeit, parallel 
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen zu arbeiten und somit auch 
Veränderungen der z.B. Mikrozirkulation und Blutgefäße beliebig und relativ 
zeitgleich zu beobachten.  
 
Der Kapillardurchmesser, die funktionelle Kapillardichte sowie die Leukozyten-
Endothel-Interaktion sind bereits Standardparameter in der intravitalen 
Fluoreszenzmikroskopie des Pankreas und Gegenstand vieler Studien (Hoffmann et 
al., 1997; von Dobschütz et al., 1999; Obermaier et al., 2003; Hackert et al., 2005). 
Auch gibt es Studien, die mittels Intravitalmikroskopie die T-Lymphozyten-Endothel-
Interaktion in der hepatischen Mikrozirkulation nach Ischämie/Reperfusion analysiert 
haben (Khandoga et al., 2004, 2006). 
Alle weiteren in dieser Arbeit untersuchten Parameter am Pankreas der Ratte nach 
Ischämie/Reperfusion zählen jedoch noch nicht zu den Standarduntersuchungen und 
sind in der Fachliteratur noch nicht beschrieben. 
 
4.1.3 CD4-T-Lymphozyten-Extrahierung und -Markierung 
Folgende Anforderungen wurden an die Extrahierung und Markierung der T-
Lymphozyten zur anschließenden intravitalen Fluoreszenzmikroskopie gestellt: 
- ausreichende Markierung der T-Lymphozyten,  
- reproduzierbare Gewinnung einer definierten Anzahl von markierten CD4-T-
Lymphozyten,  
- keine Aktivierung der isolierten Zellen durch die Antikörper, 
- keine Einschränkung der Funktion der T-Lymphozyten durch den Separations- 
bzw. Markierungsprozess sowie 
- unmittelbare Substitutionsmöglichkeit nach Isolierung und Markierung der 
CD4-T-Lymphozyten. 
All diese Eigenschaften wurden durch die Verwendung des MACS®-Separators zur 
Extrahierung sowie von Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (V-12883) zur Markierung 
der isolierten Zellen erfüllt (Miltenyi et al., 1990; Khandoga et al., 2006; Pflueger et 
al., 1990). 
Zudem konnte eine reproduzierbare Reinheit der T-Lymphozyten-Suspension von 
> 95% unter Anwendung des MACS®-Separators nachgewiesen werden (Khandoga 
et al., 2006). 
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4.2 Ergebnisse der Mikrozirkulation 
4.2.1 Zellzahl 
Laut Fachliteratur blockiert FTY720 die Freisetzung von T-Lymphozyten aus den 
Lymphknoten. Des Weiteren wird in Studien eine Verstärkung von Adherens 
Junctions und der endothelialen Barrierefunktion und somit eine verstärkte 
Zusammenlagerung der Membran von sekundären lymphatischen Geweben 
beschrieben (Brinkmann et al., 2004; Sanchez et al., 2003).  
Novartis (09/2010, www.gilenya.com) berichtet über eine Reduzierung der 
zirkulierenden T-Lymphozyten auf 60% des Ausgangswertes erst nach ca. vier bis 
sechs Stunden nach Ersteinnahme von FTY720. Eine andere Studie ergab eine 
erste messbare Reduktion der Lymphozytenzahl zwei Stunden nach erster Einnahme 
(Budde et al., 2002 und 2003). 
Vor Auswertung dieser Arbeit wurde daher eine Reduzierung der T-Lymphozyten in 
postkapillären Venolen nach Substitution von FTY720 erwartet. 
 
In unseren Untersuchungen zeigte sich jedoch bereits in der Gruppe der schein-
operierten Versuchstiere eine Zunahme der Zellzahl unter Substitution von FTY720. 
Diese Zunahme war aufgrund der hohen Standardabweichung ohne Signifikanz. 
Nach 60-minütiger Ischämie und Substitution von FTY720 kam es  im Vergleich zur 
Ischämie-Gruppe ohne Substitution von FTY720 auch zu einer signifikanten 
Zunahme von T-Lymphozyten in den postkapillären Venolen.  
 
Eine mögliche Ursache der erhöhten T-Lymphozyten ist die Applikation von FTY720 
erst 10 Minuten vor Reperfusionsbeginn. Dies erfolgte um eine möglichst genaue 
Adaptation an die klinische Situation (Reperfusion nach Pankreas-Transplantation) 
zu erreichen. So konnte FTY720 vor der Intravitalmikroskopie ca. 100 min (FTY720-
Gabe 10 min vor Reperfusionsbeginn + 60 min Reperfusion + ca. 30 min 
Pankreasauslagerung und Mikroskopiebeginn) auf die natürlich zirkulierenden T-
Lymphozyten wirken. Die markierten CD4-T-Lymphozyten wurden jedoch erst 10 min 
vor Beginn der Intravitalmikroskopie verabreicht. Somit muss postuliert werden, dass 
die Wirkzeit auf die markierten CD4-T-Lymphozyten zu kurz war, um ein Homing der 
T-Lymphozyten, wie bei Pabst et al. (2006) beschrieben, zu bewirken. FTY720 
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konnte jedoch bereits auf die natürlich zirkulierenden Lymphozyten der jeweiligen 
Versuchstiere einwirken und die Freisetzung weiterer T-Zellen blockieren.  
 
Daher erklärt sich die erhöhte Anzahl der T-Lymphozyten in der FTY720-Gruppe am 
ehesten damit, dass eine geringere Ödembildung und somit eine bessere 
Mikrozirkulation des Pankreas durch die reduzierte Anzahl der natürlich 
vorkommenden T-Lymphozyten verursacht wurde. Das veränderte 
Rezirkulationsverhalten (Homing-Effekt) der Lymphozyten verhinderte die Infiltration 
in das Pankreasgewebe und minimierte somit eine Entzündungsreaktion.  
Durch den zusätzlichen Effekt auf die Kontakte zwischen den Endothelzellen und  die 
damit erzielte verminderte Durchlässigkeit der Gefäßwände wird die Migration von 
Lymphozyten in das Pankreasgewebe noch weiter erschwert und eine Entzündung 
reduziert. 
 
4.2.2 Flussgeschwindigkeit 
Unter Substitution von FTY720 konnte in beiden Gruppen (Schein-OP und Ischämie) 
eine tendenziell höhere Flussgeschwindigkeit nachgewiesen werden. Diese 
Untersuchung zählt noch nicht zu den Standardparametern in Studien der 
Mikrozirkulation, sodass auch keine Vergleichswerte vorliegen.  
Jedoch konnte auch hier eine positive Tendenz durch FTY720 auf die 
Mikrozirkulation abgelesen werden. Um diese Tendenz zu verifizieren, wäre bei 
fortführenden Untersuchungen eine längere Wirkzeit von FTY720 vor Messung der 
Flussgeschwindigkeit anzuraten. 
 
4.2.3 Kapillardurchmesser 
Nach einer Ischämiezeit von 60 Minuten kam es unter Substitution von FTY720 zu 
einer signifikanten Verbesserung des Kapillardurchmessers des Pankreas. Dies ist 
ebenfalls zum einen dem Homing-Effekt der natürlich vorkommenden 
T-Lymphozyten im peripheren Blut und zum anderen dem Effekt von FTY720 auf die 
Endothelzellen zuzusprechen. Somit wird eine Entzündungsreaktion des 
Pankreasgewebes durch die Lymphozytenmigration minimiert, was wiederum eine 
geringere Ödembildung nach sich zieht und letztendlich in einem größeren 
Kapillardurchmesser der FTY720-substituierten Versuchstiere mündet.  
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Der Kapillardurchmesser als Parameter der Mikrozirkulation wurde nach Substitution 
von FTY720 von anderen Studiengruppen noch nicht untersucht, daher liegen in der 
Fachliteratur keine Vergleichswerte vor. 
 
4.2.4 Funktionelle Kapillardichte 
Durch die Funktionelle Kapillardichte (FKD) kann die Vitalität des Pankreasgewebes 
beurteilt werden. Hierfür wurde eine quantitative Beurteilung der Pankreasperfusion 
durchgeführt. In verschiedenen experimentellen Studien konnte ein Korrelat 
zwischen induzierter akuter Pankreatitis und Verringerung der Funktionellen 
Kapillardichte nachgewiesen werden (Menger et al., 1992 und 1996; Hoffmann et al., 
1995; Mayer et al. 1999; Keck et al., 2005; Schaser et al., 2005). Des Weiteren 
konnte nachgewiesen werden, dass eine verminderte funktionelle Kapillardichte mit 
einer verschlechterten Überlebenswahrscheinlichkeit der Versuchstiere einhergeht 
(Kerger et al., 1996).  
 
In der hier vorliegenden Arbeit konnte sowohl in der scheinoperierten Gruppe als 
auch in der Ischämiegruppe, welche jeweils mit FTY720 behandelt wurden, eine 
signifikante Erhöhung der funktionellen Kapillardichte im Vergleich zu den jeweils 
nicht therapierten Gruppen erzielt werden. Meyer et al. (2007) konnten ebenfalls eine 
signifikante Verbesserung der Funktionellen Kapillardichte am Pankreas der Ratte 
unter Substitution von FTY720 nachweisen. Ursächlich hierfür ist möglicherweise 
eine reduzierte Kapillarpermeabilität, welche auch ein untersuchter Parameter der 
Studie von Meyer et al. (2007) mit signifikanter Reduktion in der Therapiegruppe war. 
Diese Faktoren führen zu einer verbesserten Perfusion des Pankreasgewebes. 
 
4.2.5 T-Lymphozyten-Endothel-Interaktion 
Tendenziell zeigten sich in der Ischämie-Gruppe mit Therapie mehr „roller“ und dafür 
weniger „sticker“. In der Gruppe der scheinoperierten Tiere wurde unter Therapie mit 
FTY720 sogar eine vollständige Reduktion von „rollern“ und „stickern“ erzielt als 
Zeichen eines geringer ausgeprägten Ischämie-Reperfusions-Schadens unter 
Therapie mit FTY720. 
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4.3 Lipase 
Die Enzymaktivität der Lipase wurde durch Blutentnahmen präoperativ, 75 min und 
120 min nach Beginn der Ischämiezeit sowie nach einem Tag postoperativ bestimmt. 
Zwischen den einzelnen Gruppen innerhalb gleicher Entnahmezeitpunkte konnten 
keine signifikanten Unterschiede der Lipasewerte nachgewiesen werden. Die 
Enzymaktivität präoperativ, nach 75 min und nach einem Tag waren sowohl in der 
reinen Ischämiegruppe als auch in der FTY720-therapierten Ischämiegruppe 
annähernd gleich.  
Es konnte jedoch eine signifikante Abnahme der Werte in der Ischämiegruppe mit 
FTY720 zwischen der Enzymaktivität 120 min nach Ischämiebeginn und einem Tag 
postoperativ nachgewiesen werden. Budde et al. (2002 und 2003) zeigten, dass eine 
Reduktion der Immunzellen erstmals zwei Stunden nach Ersteinnahme gemessen 
werden kann. Die geringste Lymphozytenzahl im peripheren Blut wurde nach sechs 
bis acht Stunden festgestellt, eine Rückkehr zum Normwert (ca. 80% des 
Ausgangswertes) wurde nach 24 Stunden und der eigentliche Ausgangswert wurde 
nach 72 bis 96 Stunden wieder erreicht.  
Unsere Entnahme 120 min nach Ischämiebeginn entspricht einer Wirkzeit des 
FTY720 von 70 min. Somit wäre zur weiteren Betrachtung der Tendenz ein follow up 
von ca. zwei bis drei Tagen sinnvoll, um die Enzymaktivität unter FTY720 weiter zu 
betrachten. Jedoch waren die Peak-Spiegel am ersten postoperativen Tag schon 
regredient und die Gruppen bewegten sich annähernd im selben Bereich. Somit kann 
man auch annehmen, dass keine signifikanten Unterschiede im weiteren Verlauf zu 
beobachten sein werden. In dieser Studie kann nur eine erste positive Tendenz 
abgelesen werden, die den Nachweis erbringt, dass nach einem Tag postoperativ 
eine signifikante Abnahme der Lipaseaktivität vorhanden ist, wenn auch nicht auf den 
präoperativen Ausgangswert.  
Als Ursache für die Abnahme der Lipase kann auch hier die Inhibition der 
Lymphozyteninfiltration in das Pankreasgewebe gesehen werden, welche auf die 
Wirkung von FTY720 auf die Endothelzellen zu erklären ist. Die Durchlässigkeit von 
endothelialen Barrieren wird vermindert und die Migration von Lymphozyten durch 
die Gefäßwand möglicherweise erschwert. 
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4.4 Schlussbemerkung 
In der vorliegenden Arbeit führte die intravenöse Therapie mit FTY720 als Sphingosin 
1-Phosphat-Rezeptor-Agonist 15 Minuten vor Reperfusion zu einer partiell 
verbesserten Mikrozirkulation des Pankreas mit signifikant erhöhten 
Kapillardurchmessern und Funktioneller Kapillardichte. Aufgrund der kurzen 
Einwirkzeit des Medikaments zeichneten sich in allen weiteren Parametern nur 
Tendenzen einer Verbesserung unter Substitution von FTY720 ab 
(Flussgeschwindigkeit, Lipase).  
Andere Studien erbrachten bereits den Nachweis eines organoprotektiven Effektes 
des Immunmodulators FTY720 in präklinischen Tiermodellen an Leber und Niere 
(Anselmo et al., 2002; Kaudel et al., 2006; Delbrigde et al., 2007).  
Daher wäre eine Optimierung des Studiendesigns erforderlich, um eine höhere 
Aussagekraft zu erzielen. Zum einen sollte die Gabe von FTY720 bereits präoperativ 
erfolgen, um ein optimales Wirkmaximum zu erlangen. Zum anderen sollte die 
Substitution der markierten CD4+-T-Lymphozyten zu einem früheren Zeitpunkt 
erfolgen, um auch auf diese T-Zellen eine stärkere Wirkung des FTY720 zu erzielen. 
 
Trotz vielversprechender Studien lässt sich in der Fachliteratur jedoch bereits eine 
Tendenz erkennen, dass FTY720 in Zukunft weniger in der Transplantationsmedizin 
eingesetzt wird. Vielmehr liegt aktuell der Fokus in der Therapie der schubweise 
verlaufenden Multiplen Sklerose, da FTY720 als lipophiles Molekül die Blut-Hirn-
Schranke überwinden und an S1P-Rezeptoren von Astrozyten, Oligodendrozyten 
und Neuronen binden kann (Chun et al., 2010).  
 
Die Swissmedics erteilte die Zulassung für die Schweiz am 3.1.2011.  
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Nach Ischämie und Reperfusion des Pankreas kommt es zu einer 
Mikrozirkulationsstörung sowie zu einer T-Zell-induzierten subakuten entzündlichen 
Reaktion mit daraus resultierender Zellzerstörung.  
Ziel dieser tierexperimentellen Arbeit war es, sowohl den Einfluss des S1P-
Strukturanalogons FTY720 auf zirkulierende T-Lymphozyten und deren Endothel-
Interaktion in den postkapillären Venolen des Pankreas zu beobachten sowie die 
Mikrozirkulation und damit das Ausmaß des Ischämie-Reperfusionsschadens nach 
einer 60-minütigen Pankreasischämie durch die Gabe von FTY720 zu beurteilen.  
 
Hierfür erfolgte eine reversible Okklusion der zuführenden Gefäße des Pankreas an 
Ratten (48 Wistar-Ratten, 300 - 350 g KG) für 60 Minuten zur Induktion einer 
normothermen Pankreasischämie. Untersucht wurden folgende Gruppen:  
I Scheinoperation ohne Therapie, II Scheinoperation und Therapie, III  Ischämie ohne 
Therapie, IV Ischämie und Therapie mit dem Sphingosin-1-Phosphat 
Strukturanalogon FTY720 (1 mg/kg KG i.v., Substitution 10 Minuten vor 
Reperfusionsbeginn). 
Mit Hilfe der invivo-Fluoreszenzmikroskopie wurden die Parameter der 
Mikrozirkulation (Zellzahl, Flussgeschwindigkeit, Kapillardurchmesser, Funktionelle 
Kapillardichte, T-Lymphozyten-Endothel-Interaktion und Leukozyten-Endothel-
Interaktion) 10 Minuten nach Substitution der markierten CD4+-T-Lymphozyten 
beurteilt. Des Weiteren wurde der Blutparameter Lipase bestimmt.  
 
Die Studie erbrachte folgende Ergebnisse: 
 
1. Die intravenöse Therapie mit FTY720 als Sphingosin 1-Phosphat-Rezeptor-
Agonist 15 Minuten vor Reperfusion führte zu einer partiellen Verbesserung 
der Mikrozirkulation des Pankreas mit signifikant erhöhten 
Kapillardurchmesser und Funktioneller Kapillardichte. 
  
2. Es zeichneten sich bei allen weiteren Parametern nur Tendenzen einer 
Verbesserung unter Substitution von FTY720 ab (Flussgeschwindigkeit, 
Lipase).  
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3. Eine Aussage zur T-Lymphozyten-Endothel-Interaktion konnte aufgrund der 
geringen Anzahl von „rollern“ und „stickern“ nicht gemacht werden.  
 
4. Eine quantitative Auswertung der zirkulierenden Leukozyten war nicht 
möglich. Das vorliegende Bildmaterial war jedoch in allen Gruppen identisch, 
sodass hier kein Effekt von FTY720 auf zirkulierende Leukozyten nachweisbar 
war. 
 
5. Zu einer signifikanten Zunahme der T-Lymphozyten-Zahl kam es in der 
Gruppe IV (Ischämie und Therapie mit FTY720). 
 
Die Ergebnisse dieser tierexperimentellen Untersuchung zeigen, dass die 
intraoperative Gabe des Immunmodulators FTY720 nur partiell eine Verbesserung 
der Mirkozirkulation und daraus resultierend eine Verminderung des Ischämie-
Reperfusionsschadens bewirkt.  
 
Nach den Ergebnissen dieser Studie und dem aktuellen Stand der Literatur  wäre 
somit für ein optimales Wirkmaximum die präoperative Gabe von FTY720 
erforderlich.  
 
Die Studie zeigt ebenfalls, dass die Substitution der markierten CD4+-T-Lymphozyten 
zu einem früheren Zeitpunkt erfolgen muss, um eine Wirkung des FTY720 auf diese 
T-Zellen nachweisen zu können. 
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